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Boiled young sardines produce in Tokushima Prefcture are untreatd and aditive-fre. and it is difficult to 
maintain their quality since they can stay at their best for only 2 to 3 days. In this study, we examind the 
growth of bacteria in the boiled young sardines iradiated with ultraviolet light from an ultraviolet light-emiting 
diode (UV LED ; peak wavelngth, 280 nm). First, numbers of bacteria in genral and various genra of the 
bacteria in the packged boiled young sardines wer detrmind using standr agar. manitol salt agr with 
eg yolk, violet red bile agar. X-SAL agar. and ES Vibrio agar. From the boiled sardine wer isolated 50 strains 
growin on the standr agr and 10 strains growin on 出e manitol salt agr with eg yolk. The strains wer 
phylogenticaly anlyzed. and four groups of isolates wer found to be dominat, and related to Psychrobate 
species, Kocuria rhizo ρhila. Sta ρhylocus sciuri. and Macroccus caseolyticus. respectively. Thes four 
dominat isolates wer iradiated with the UV LED for 3 s and 9% of the bacteria died. Boiled sardine 
iradiated for over 60 s contained bacteria in genral at significantly smaler numbers than the non-iradiated 
boiled sardine. Furthemor, the numbers of bacteria in genral in the iradiated boiled sardine after storage for 
48 hours in a refrigerator wer smaler than those in the no-iradiated sample stored under the same 
conditions. Thes results demonstraed that UV LED iradiation has a bactericidal effect. and can supres the 
growth of bacteria in boiled sardine. (Aceptd 9 Janury 2019) 
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め， UV LED (Ultraviolet light-emiting diode ）の照
射による釜揚げしらすの殺菌効果を検討した。
紫外線は，その波長ごとに， UV A (320 - 40 nm), 
UVB (280 - 320 nm ），および UVC (20 - 280 nm ）の
3 領域に区分される 9）。中でも， uvc は最も高い殺菌
力を有しており，これまでに水銀ランプを光源として，
空気や水，および様々な物の表面殺菌に用いられてきた。








が可能である。さらに 低圧水銀ランプは185 nm およ





離された優占 4 グループの代表株に対して， UV (280 
nm ）による殺菌効果を検討した。そして，釜揚げしら











した冷蔵庫（クールインキュベータ CN -25C ，三菱電
気エンジニアリング（械）内で16 時間解凍後に使用した。
解凍した釜揚げしらす試料を，無菌パックに25 g （殺菌
試験では lg とした）秤量し， pH 7.2 に調整した0.3mM
リン酸緩衝希釈水25 ml （殺菌試験では 9ml とした）
を加え（10 倍希釈となる）' 1.5 分間ホモジナイズした 4 )0 
数分間静置後のホモジナイズ液の上澄みを，遠心分離













イオレットレッド胆汁寒天培地は37C で24 時間， X-SAL















株）を釣菌し， 5ml LB 培地（ナカライテスク鮒）で
35 ℃， 24 時間振壷培養した。培養後，標準寒天培地へ画
線し， 35 ℃で18 時間以上培養した。生育した単一コロ
ニーを釣菌し再度 5ml LB 培地を用い同条件で培養
した。その培養菌液50-10 μl を遠心分離（80 ×g,
3 分間， 4 ℃）し，得られた菌体から， SimplePr
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The inner diameter of the dish （φ53) 
(unit: m) 
193 
Fig. 1. UV-LEDs used in this study. A. Ilumination source with 32 LEDs emiting light 
with a peak wavelength of 280 nm . B. UV-LED radiation spectrum. C. Diagram of the 
UV-LED irradiation setup . D. Diagram of the positions UV-LED for light application to 
the surf ac e of an experimentl sample . 
reagnt for DNA （タカラバイオ（械）を用いて DNA 抽
出を行い， Bacterial 16S rDNA PCR Kit （タカラバイ
オ（械）のプライマーを用い，同キットの使用方法に準じ
てPCR 反応を行った。 1% アガロースゲルでの電気泳
動後， N ucleoSpin Gel and PCR Clean - up （タカラバ
イオ（械）を使用して PCR 増幅断片の抽出を行った。塩
基配列の決定は， Bacterial 16S rDNA PCR Kit のプライ
マーを用いて，シークエンシングを外注した（ユーロフイ
ンジ、エノミクス側）。得られた16S rDNA 塩基配列につい
て， National Centr for Biotechnolgy Information およ
びDNA Dat Bank of Japn のBasic Local Alignmet 
Search Tol を用いて相同性検索し系統解析に用いた。
5. UV LED (280 nm ）照射装置
LED は， NCSU234AE （日亜化学工業（械）を用い，
その LED を基板に実装した照射装置 （サン電子工業
（械）を実験に使用した（Fig. 1 A ）。放射スペクトルは，
マルチチャンネル分光検出器 （MCPD - 370A ，大塚電
子（械）を使用して測定した（Fig. 1 B）。その放射ピー




した。 1個の LED (IF= 30 mA ）直下，照射距離10
mm で測定した結果， 11.1 m W /cm 2で、あった。試験では，
LED20 個により試料への照射を行ったため （Fig .1 D),
照射エネルギー量は， 1秒間照射で20 J/m 2. 3秒間
照射で670 J/m 2, 5秒間照射で10 J/m 2, 10 秒間照
射で20 J/m2, 20 秒間照射で40 J/m 2, 30 秒間照




sp. (P. faecalis, P. ρulmonis), Kocuria rhizo ρhila, 
St ゆhyloccus suciuri , Macrous caseolyticus と近
縁な株を使用した。分離株を 5ml LB 培地で35 ℃， 16-
18 時間振還培養後，遠心分離（6570 ×g, 3分間， 4 ℃）
により集菌し， 0.85% (w/v ）生理食塩水で洗菌，集菌
操作を 2 回行った。菌懸濁液の OD 66 oをもとに， 0.85%
生理食塩水で10 6 cels /ml に調製しこれを試験菌懸濁
液とした。調製した菌懸濁液 7ml を， 30 ℃で 5 分間加
温後，プラスチックシャーレ （ゆ53 mm; IWAKI 無処
理ディッシユ，（械三商）に分注し，フタを外し照射装
置を上から被せ照射距離を 10 mm に設定した（Fig. 1 
C）。 LED は，シャーレの直径内に20 個均一に並ぶよう
にした（Fig. 1 D）。30 ℃に設定したインキュベーター
内で，上から下方向に 1. 3 , 5 , 10, 20 秒間照射を
行った。照射後，菌液を0.85% 生理食塩水で10 倍段階希
釈し各希釈液を SCDLP 寒天培地に塗布し， 35 ℃で48
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時間培養後の生菌数を残存生菌数とした。初発生菌数 ニー数を表した。一般細菌数は6,280 CFU /g，ブドウ球
(N, 。）と t秒後照射後の生菌数 （Nt ）にもとに，式（ 1) 菌属生菌数は， 2,80 CFU/g であった。この内，卵黄
から計算される Log survival ratio を殺菌力の指標とし 反応を示した生菌数は90 CFU/g であった。この結果
た。 から ブドウ球菌と推定される細菌数は一般細菌の
45% を占めることが分かった。なお，一般細菌数は，
食品衛生法で定められた基準（一般細菌数が検体 lg 当Log survial ratio = Log (N1 I N0) (1) 
たり 10,00 個以下であること）を満たしており，食品
全ての実験は 3 回測定し数値は平均値±SD で表した。 衛生法の規格基準で検出の有無が重要である大腸菌群，
ビブリオ属菌，サルモネラ属菌は不検出で、あった。
7. 釜揚げしらすの殺菌
解凍した釜揚げしらす試料 lg を，ゆ53mm のプラス
チックシャーレに重ならないように並べ， 6. に記載し
たように， 25 ℃に設定したインキュベーター内で UV
(280 nm ）を 5, 10, 30, 60, 120 秒間照射した。照射後，
2. で記載したようにホモジナイズを行い，上澄みを標

















または陰性であったそれぞれ 5 株）について， 16S
rDNA （約1.5 kb ）の塩基配列を解析することにより系
統解析を行った（Table 2）。その結果，試験した菌株
60 株の中で16S rDNA 塩基配列を解析することができ
た57 株は， 7 属12 種に分類され， ヒトへの病原性を持
Table 1. Numbers of the isolates from packged boiled sardine 




Manitol salt agr 
Violet red ith eg yolk " 
, • bile agr '" 





6,278 。 。l，卯O 90 。
The number of bacterial colonies was counted after cultivation on agr 
specific for the growth of each bacterial species 
0 standr agr for bacteria in genral , 
6 manitol salt agr with eg yolk for Sta ρhylocus sp. , 
'violet red bile agr for coliform bacteria ; 
d X-SAL agr for Salmonea sp. ; 
'ES Vibrio agr for Vibrio sp. 
1Eg-yolk reaction : negative 
11 Eg-yolk reaction : positive 
Table 2. Numbers of the isolates related to the bacterial specis based on phylogentic anlysi using 16S rDNA 
sequncs 
Media Species No. of isolates （%） Subtotal （%） 
Psychrobacter sp . (P. ρulmonis or P. faecalis) 19 (38) 19 (38) 
Kocuria rhizo ρhila 15 (3 0) 15 (30) 
St ，αρhylocus sciuri 5 (10) 
(16) 8 
SA" Sta ρhylocus sa ρrophyti cus 3 (6) 
Mα croccus cα seolyticus 3 (6) 3 (6) 
Enterocus zα llin αrum 2 (4) 2 (4) 
Unidentifed 3 (6) 3 (6) 
Total 50 (10) 50 (10) 
Sta ρhylocus equorm 2 (2 0) 
Sta ρhylocus sa ρro ρhyticus 2 (2 0) 
(60) 6 
Sta ρhylocus lent us (IO) 
MSEY " Sta ρhylocus warn eri 0) 
Planocus maritus 2 (20) 2 (20) 
Macrous cα seolyticus (10) 0) 
Kushnet 旬 indalini, 1 (10) 0) 
Total 10 (10) 10 0) 
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Fig. 2. Time-cours changes in the survial rates of the four 
dominat strains after UV-LED iradiation. A. Strain related to 
Psychrobacter sp. B. Strain related to Kocuria rhizo ρhila. C. 
Strain related to Sta ρhylococus sciuri. D. Strain related to 
Macroccus caseolyticus. The cels wer inoculated at 106 
CFU/ml. Survial at < 10 CFU/ml (lower limit of detction) is 
noted in the doted line as 7・log unit reductions. 
聞の照射により検出限界近くまで殺菌され（Fig. 2B), 
3 番目に検出数の多かった S. sciuri と近縁な株は最も
感受性が高く， 3秒間の照射で検出限界以下にまで殺菌
された（Fig. 2C ）。 4 番目に検出数の多かった M.
caseolyticus と近縁な株は， K. rhizo ρhila と近縁な株と








以上の結果から， 4 分類群それぞれの代表株で， 3秒
間の照射処理により 99% 以上の殺菌が可能であること
が明らかとなった。これら 4 分類群は，釜揚げしらすか
ら分離された一般細菌50 株中45 株（90% ）を占めてお
り（Table 2), しらすに直接 UV LED (280 nm ）を照
射することで，その保有細菌数を大幅に低減できる可能
性が示唆された。
また， UV 感受’性の高かった株と近縁な Psychrobate
sp. (Fig. 2A ）はグラム陰性菌であり，やや低い感受性
を示した株と近縁な K. rhizo ρhila とM. caseolyticus 
(Figs. 2B and D ）は，グラム陽性菌である。 uvc に対
する細菌の感受性は，主として DNA 損傷に起因し，グ
ラム陰性菌がグラム陽性菌より高いと報告されている l 0) 0 
従って，本研究におけるこれら分離株に対する280 nm 
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つ菌種は検出されなかった。一般細菌50 株中19 株
(38% ）と最も多く検出された Psychrobate ρlumonis,
および Psychrobate faecalis と近縁な株は， 16S
rDNA 配列解析では ほぼ同一の塩基配列を有してお





分離される 1 l - I 3）。釜揚げしらす分離株と近縁な P.
ρulmonis CCUG 4620T 株は，子羊のうっ血’性の肺から
初めて単離され l 1），同じく近縁な P. faecalis DSM 
146T 株は，ハトの糞便で汚染された部屋の清掃によっ
て生成されたバイオエアロゾルから単離されている 15¥
次に多く分離された株と近縁な Kocuria rhiz ゆがla
(30% ）が属する Kocuria 属は，グラム陽性の球菌であ
り，晴乳類の皮膚から土壌，根圏，農作物，真水や海底
質などから分離される l 6）。3番目に多く分離された株と
近縁な St ，ゆhylocus sciuri (10% ）は，オキシダーゼ
陽性のブドウ球菌で 主に動物由来の細菌種であり，土
壌，砂，水，湿原などの環境からも分離される l 7) 0 s. 
sciuri と同じく分離株中10% の割合で認められた株と近




が示唆されたが（Table 1), 16S rDNA による系統解
析の結果では，標準寒天培地で分離された株の16% 程
度であった。また， Sta ρhylocus 属の選択分離培地で
ある卵黄加マンニット食塩培地から分離した10 株中，
St ，ゆかloccus 属と近縁な株は 6 株であり，その他に
Planocus maritus と近縁な株が2株， M. caseolyticus 
と近縁な株が 1株， Kushneria indalin αと近縁な株が
1株分離された。卵黄加マンニット食塩寒天培地は，
7.5% の食塩耐性を利用して St1 ゆhylocus 属以外の細
菌の発育を抑制する鑑別培地であり， P. maritus は
0 -17% の NaCl 存在下で生育し 1 9 l, M. caseolyticus 
は10% のNaCl 存在下で生育 2 0 l, K. indalina は5-





















Iradiation time (s) 
3. 分離株に対する UV LED (280 nm ）の殺菌力評価
優占的に分離された株は4 つの分類群に分けられ，そ
れぞれの代表4 菌株に対する UV (280 nm ）の殺菌力を
評価した。菌種が推定された一般細菌の中で，最も多検
出であった Psychrobate sp. と近縁な株は， 10 秒間の
照射で検出限界以下にまで殺菌された（Fig. 2A ）。つい









4. 釜揚げしらすにおける UV LED (280 nm ）照射効
果の検討
1. では，釜揚げしらすが保有する一般細菌数を決定
し（Table 1), 2. で分離菌47 株は， 5 属 6 種に近縁
とされた（Table 2）。 3. で記述した釜揚げしらすから
優占的に分離された 4つの分類群から選んだ各 1株ずつ
に対する UV (280 nm ）の殺菌力評価では， 4 菌株全て
で， 3 秒間の照射処理により 9% 以上の殺菌が可能で
あることが明らかとなった（Fig. 2）。そこで次に，釜






べるために，解凍直後を 3 ℃で24 時間， 48 時間， 72 時
間保存した後の一般細菌数を決定した。その結果，解凍
直後は5,90 CFU /g であったが，冷蔵保存24 時間後で
1,90 CFU/g (1.98 倍）に増加し 48 時間後では50,80
CFU /g (8.48 倍）と顕著に増加し 72 時間後には245,00
CFU /g (40.9 倍）にまで増加することが分かった（dat
not shown ）。この結果から， UV (280 nm ）照射による
釜揚げしらすの微生物不活化効果の評価では，冷蔵保存
48 時間後の一般細菌数の生菌数を指標とした。
釜揚げしらす lg をゆ53 mm のシャーレに広げ， UV
(280 nm ）を 5 -120 秒間照射し残存する一般細菌数
を決定することによりその殺菌効果を検討した（Fig.
3）。その結果， 60 秒間および120 秒間の照射により，無
照射試料における生菌数と比較し有意に生菌数を減少で
きることが明らかとなった（P < 0.05 vs. 無照射試料生
菌数）。また，無照射試料を 3 ℃で48 時間保存後の一般
細菌数は，冷蔵保存前の無照射試料と比較して7.3 倍に








毒起因菌 （Eschericha coli, Salmonela tJ 少himur,
Listeria moncytgens ）を対象に26 nm - 279 nm の波
長の LED による殺菌効果が検討されており 9 ), 279 nm 
を主波長とする LED を照射した結果では， 30 Jlm2 の
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Fig. 3. A. Viable bacterial cell counts of the boiled sardine irra-
diated with 280-nm UV light for 5 to 120 s. B. Viable bacterial 
cell counts of the iradiated and no-iradiated sample after 
storage at 3℃ in the dark for 48 hours. Bars indicate the 
standr deviation from thre indept expriments. Sig-
nificant diferences ( * P < 0.05 and 村 P < 0.01) are indicated 
relative to the viable bacterial cell counts of the non-iradiated 
samples. 
報告されている。これに対し釜揚げしらすの同レベル
の殺菌には， 1300 Jim ゐ（60 秒間照射）以上の照射量





















に分けられ，それぞれ Psychrobacter sp., K. rhizo ρhila, 
S. sciuri, M. caseolyticus と近縁であった。それぞれの




UV (280 nm ）を釜揚げしらすに直接照射することによ
る殺菌効果および増殖抑制効果を評価した。 60 秒間の照
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